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的 意 蜂 血 淋 书 


摘要 : 微 雹 子 虫 Nosema apis 和 狄 斯 瓦 旺 Tarroa destructor《Acari: Varroidae) 均 为 危害 意 蜂 dpis mellifera 的 重要 寄生 虫 ,该 文 对 其 
危害 后 意 蜂 血 淋 巴 蝇 白质 含量 的 变化 进行 了 研究 。 用 考 马 斯 亮 蓝 法 测定 了 意 蜂 受 侵 染 后 血 淋 巴 的 明白 质 总 量 ,并 用 高 压 超 
薄 层 等 电 点 聚焦 法 进行 血 淋 巴 重 白 质 分 类 。 结 果 显 示 , 病 蜂 血 淋巴 蛋白 质 总 量 ,在 人 工 感染 微 孢 子 虫 后 1 ~ 10 天 呈 上 升 趋势 ， 
然后 逐渐 下 降 , 感 染 后 12~ 27 天 保持 在 感染 前 意 蜂 血 淋 巴 总 蛋白 质 含量 水 平 以 下 。 螨 侵 染 后 意 蜂 血 淋巴 蛋白 质 含 量 明 显 增 
高 ,与 健康 意 蜂 相 比 差异 极 显著 。 高 压 超 薄 层 等 电 点 聚焦 分 析 表 明 : 狄 斯 瓦 螨 自然 侵 染 意 蜂 后 , 意 蜂 血 淋 巴 蛋白 质 组 分 与 健 
康 对 照 组 相 比 发 生 了 明显 改 变 。 这 些 结 采 提示 , 意 蜂 对 于 微 抱 子 虫 或 犹 斯 所 旺 的 侵 梁 产生 了 一 定 的 免疫 及 应 。 
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Abstract: The changes in content of hemolymph protein in the honeybee C Apis mellifera L.) workers infected by spores 
of Nosema apis and the mite Varroa destructor (Acari: Varroidae) respectively were assayed. The content of hemolymph 
protein was detected using Bradford method. The component difference of hemolymph proteins between the healthy (CCK) 
and the infected bees were analyzed using high voltage isoelectric focusing electrophoresis (CIEF). The results showed that 
the content of hemolymph protein of the bees tended to rise progressively within 10 days after being infected by Nosema 
spores, and then decreased gradually, till reaching a level below the content before being infected in 12 - 27 days after 
infection. The content of hemolymph protein of the bees infected by V. destructor was significantly higher than that of the 
control, and the components of hemolymph proteins were also different between the healthy and infected bees as indicated 
by IEF results. The results suggested the honey bees developed immunological reaction in some degree to N. apis or V. 
destructor atter their infection . 

Varroa destructor; hemolymph protein; immunological reaction 
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忠 没 有 淋巴 细胞 系统 , 不 能 进行 完整 的 特异 ”以 遗传 给 后 代 CWyatt and Pan; 1978; 翟 朝 阳 ,1996; 张 


性 免疫 ,但 每 一 种 昆虫 根据 自己 的 生活 环境 ,都 建立 
起 一 套 适 合 目 身 生 存 和 发 展 的 防御 机 能 CGunski， 
1995a，1995b; 周 婷 ,1996; 张 复兴 ,1998)。 已 有 大 量 
研究 表明 , 当 异 源 物 质 侵 入 昆虫 时 , 能 诱导 其 血 淋 巴 
中 有 防御 能 力 的 肽 类 和 和 蛋白 质 增加 , 这 类 抗菌 肽 类 
和 和 蛋白 质 虽 然 与 诱导 源 之 间 不 存在 任何 特异 关系 ， 
但 对 异 源 物 具 有 杀 灭 或 中 和 作用 , 而且 这 种 功能 
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青 文 , 2000; 徐 进 轩 和 张 双 全 , 2002; 安 春 菊 等 ， 
2003 )。 

关于 意 蜂 hpis mellifera 防御 系统 的 研究 报道 较 
少 ,1977 年 俄罗斯 的 科研 人 员 将 细菌 注入 意 蜂 血 淋 
巴 ,5 bh 后 吸取 血 淋 巴 接种 到 肉 汤 平板 上 ,培养 发 现 
使 意 蜂 臻 病 的 病原 菌 仍 在 繁殖 ,而 非 致 病菌 完全 被 
消灭 ,而 且 这 时 意 蜂 血 淋 巴 没有 吞 叭 现象 ,说 明 血 淋 
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巴 中 有 防御 物质 的 产生 (内 部 资料 )。Casteels 等 
C1989,1990) 曾 从 意 蜂 血 淋 巴 中 先后 分 离 了 两 类 抗 
菌 肽 , 定名 为 意 蜂 肽 apidaecins 和 abaecin。 Gunski 
《1995) 发 现 细菌 侵入 意 蜂 体内 后 能 诱导 意 蜂 血 淋 巴 
内 抗菌 肽 类 和 符 白 质 的 增加 。 

我 们 用 考 马 斯 亮 蓝 法 测定 了 意 蜂 受 微 孢 子 虫 
Nosema apis 人 工 感染 后 以 及 狄 斯 瓦 螨 Varroa 
destructer《 蝗 螨 目 ， 瓦 螨 科 Varroidae) 目 然 侵 染 后 其 
血 淋 巴 的 蛋白 质 总 量 , 并 用 高 压 等 电 点 聚焦 法 进行 
意 蜂 血 淋 巴 重 和 白质 分 类 。 力 图 使 意 蜂 防御 系统 的 研 
究 工作 同 前 迈进 一 步 , 为 寻求 意 蜂 病虫害 防治 新 途 
径 提供 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 人 微 孢 子 虫 人 工 感染 意 蜂 实验 

1.1.1 材料 : 实验 用 意 蜂 为 本 所 饲养 的 有 2 框 刚 出 
房 幼 蜂 的 健康 蜂 群 ; 自制 微 雹 子 虫 悬 浮 液 , 浓度 为 每 
毫升 悬 序 液 中 有 5$.5 x 10' 个 微 孢 子 C5.5 x 107/mL)。 
1.1.2 蜂 群 感染 方法 : 将 浓度 为 5.5 x 10 /mL 的 悬 
浮 液 与 50% 的 白糖 水 1:1 混合 ,每 次 以 20 mL 剂量 
饲 喂 实验 幼 蜂 群 。 每 日 1 次 ,连续 饲 喂 21 次 。 
1.1.3 意 蜂 血 淋 巴 收集 方法 : 开始 采用 的 是 Abrol 
《1995) 的 方法 , 即将 意 蜂 低温 冷冻 5 min, 固定 在 蜡 
盘 上 ,在 其 腹部 第 5~6 节 之 间 打 一 个 洞 ,用 毛细 管 
吸取 血 淋 巴 。 但 发 现 用 这 种 方法 收集 血 淋 巴 时 容易 
被 姜 便 、 花 粉 和 蜜 吉 里 的 密 污 染 。 因 此 , 改进 为 将 意 
蜂 -20 和 CC 冷冻 2~3 min 后 ,用 剪刀 前 去 意 蜂 头 后 部 
(注意 不 要 前 断食 管 ),1~ 2 min 后 血 淋 巴 会 自动 涌 
出 ,用 毛细 管 吸取 。 这 种 方法 简便 易 行 , 且 不 易 被 污 
染 。 

Gunski(1995a) 报 道 在 没有 外 界 异 源 物质 侵入 的 
情况 下 ,成 年 意 蜂 血 淋 巴 的 蛋白 质 水 平 保持 在 相对 
稳定 的 水 平 ,所 以 本 实验 的 分 组 采用 感染 前 后 自身 
对 照 的 方法 , 保证 实验 组 和 对 照 组 为 同一 群 意 蜂 。 
在 意 蜂 感染 微 孢 子 虫 前 ,每 日 取 1 份 该 群 健康 幼 蜂 
的 血 淋 巴 样品 ,连续 取 3 天 ; 从 感染 之 日 起 ,每 日 取 
样 一 份 , 连续 取 27 天 。 约 10 ~ 12 只 意 蜂 血 淋 巴 之 
和 为 一 样品 ,加 入 一 只 小 离心 管 中 , 同 时 加 入 微量 欠 
基 硫 脲 , 防止 血浆 中 酚 氧 化 酶 活化 而 使 血 淋 巴 黑 化 ， 
共有 末 集 样品 30 份 。 离 心 除 去 血细胞 ,样品 - 20 人 C 冰 
箱 保存 备用 。 

收集 血 淋 巴 的 同时 ,每 天 用 光学 显微镜 逐 只 检 
查 被 采血 浆 意 蜂 中 肠 感 染 情况 。 血 淋巴 总 重 白 质 测 





定 采 用 考 马 斯 亮 蓝 染色 法 , 牛 血清 昌 白 作 标准 曲线 ， 
每 个 数据 为 3 个 重复 样品 的 平均 数 。 

1.2 狄 斯 瓦 螨 自然 侵 染 意 蜂 实验 

1.2.1 材料 : 对 照 组 健康 意 蜂 群 为 本 所 饲养 的 幼 
年 工蜂 ， 螨 侵 染 组 意 蜂 为 购 自 安徽 省 黄山 的 被 狄 斯 
瓦 螨 严重 侵 染 的 意 蜂 群 。 

1.2.2 方法 : 血 淋 巴 收集 方法 同 1.1.3 节 。 采 集 本 
所 饲养 的 健康 意 蜂 群 出 房 1~ 2 天 的 幼年 工蜂 血 淋 
巴 样 品 12 份 ;采集 被 狄 斯 瓦 螨 严重 侵 染 意 蜂 出 房 1 
~2 天 的 幼年 工蜂 血 淋 巴 样品 12 份 。 为 了 准确 得 
到 里 侵 染 后 意 蜂 血 淋 巴 , 首先 寻找 蜂 体 上 有 1 只 以 
上 上 肉 螨 的 纺 蜂 , 再 进行 采血 。 

意 蜂 血 淋 巴 和 蛋白质 总 量 测定 完毕 后 , 以 上 10 份 
样品 继续 - 20 乞 保存 ,用 于 高 压 超 薄 层 等 电 点 聚焦 
分 析 。 

1.3” 意 蜂 血 淋巴 总 蛋白 质 含量 测定 方法 

参照 Bradford(1976) 方 法 。 仪 器 为 上 海 生 产 的 
721 分 光 光 度 计 。 

1.4 意 蜂 血 淋巴 蛋白 质 分 类 

采用 高 压 超 薄 层 等 电 点 聚焦 法 。 电 泳 仪 ; LKB 
MULTIPHOR J[ Electrophoresis Unit; 冷却 设备 : LKB 
2219 MULTITEMP [ Thermostatic Cireulator。 

上 样 : 血 淋 巴 原液 4 nL。 电 泳 条件: 循环 水 温 
度 4 人 ,电泳 仪 电 压 2 000 V, 电泳 仪 功率 25 W, 最 后 
0.5 h 功率 加 大 至 30 W, 电泳 时 间 为 2.5~3.0 h。 





2 结果 
2.1 感染 微 孢 子 虫 后 意 蜂 血 淋 巴 总 蛋白 质 含量 变 


化 

图 1 中 1~3 天 为 感染 前 意 蜂 血 淋巴 总 蛋白 质 
含量 ,分 别 为 21 mg/mL、24.5 mg/mL 和 21 mg/mL;4~ 
30 天 为 感染 后 意 蜂 血 淋 巴 总 蛋白 质 含量 。 在 感染 
后 的 1 ~ 10 天 意 蜂 血 淋 巴 总 蛋白 质 含量 呈 上 升 趋 
势 ,第 10 天 达 34.5 mg/mL; 随后 其 含量 逐渐 下 降 , 第 
12~27 天 保持 在 感染 前 意 蜂 血 淋 巴 总 蛋白 质 含量 
水 平 以 下 ,平均 为 13.2 mg/mL。 
2.2 狄 斯 瓦 螨 侵 染 后 意 蜂 血 淋 巴 总 蛋白 质 的 含量 
2.2.1 意 蜂 血 淋 巴 总 蛋白 质 含量 测定 结果 ; 对 照 
组 健康 意 蜂 和 螨 侵 染 组 意 蜂 血 淋巴 总 蛋白 质 含量 分 
别 为 10.2+3.417 )mg/mL 和 (19.25 + 6.638)mg/mL; 
经 1 检验 差异 达 极 显著 水 平 (P < 0.01)。 结 果 表 
明 , 螨 侵 染 后 意 蜂 的 血 淋 巴 总 蛋白 质 总 量 明显 高 于 
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图 1 感染 微 雹 子 虫 前 后 意 蜂 血 淋 巴 焉 白质 含量 的 动态 
Fig. 1 Dynamics of hemalymph protein content of Apis mei¥ere 
workers before and atter being infected by Nosermea apis 


健康 意 蜂 的 , 可 能 说 明 螨 盆 染 后 刺激 意 蜂 产 生 了 防 
御 反 应 。 

2.2.2 血 淋 巴 蛋白 质 分 类 : 高 压 等 电 点 聚焦 结果 
(图 2) 显示 : C 泳 带 位 置 上 实验 组 有 一 条 清晰 的 带 ， 
而 对 照 组 相应 部 位 的 这 条 带 很 不 清晰 , 提示 螨 侵 当 
百 意 蜂 血 淋巴 中 的 某 种 蛋白 质 明 显 增高 , 这 种 实验 
组 增高 的 一 致 性 ,可 以 认为 可 能 与 意 蜂 防御 功能 有 
关 。 同 时 发 现 ,在 A 泳 带 位 置 ,对照 组 有 一 条 较 清 
晰 的 带 , 而 实验 组 的 不 清晰 ,可 能 说 明 螨 侵 效 意 蜂 
后 , 意 蜂 除 表现 较 强 的 防御 功能 外 , 由 于 螨 对 血 淋 巴 
的 吸食 ,会 使 意 蜂 正 常 血 淋 巴 中 的 某 些 蛋 白质 组 分 


DNm> 





图 2 对 照 组 健康 意 蜂 和 螨 慢 染 组 意 蜂 血 淋 巴 总 息 白质 
高 压 等 电 点 聚焦 结果 
Fig. 2 The result of high voltage isoelectric focusing electrophoresis 
of hemolymph protein of Apis meliifera workers not 
infected CR or intected ¢ Treatment? by Varrog destructor 
1~4. 对 照 组 CK: 5~ 8. 螨 盆 染 组 Tieatment; 站 ~ D. 泳 带 Bands. 


3 讨论 


本 研究 结果 表明 , 意 蜂 血 淋 巴 总 蛋白 质 含量 
人 工 感染 微 孢 子 虫 后 1 ~ 10 天 量 上 升 趋势 ,然后 逐 
渐 下 降 ,在 感染 后 第 12 ~ 27 天 总 蛋白 质 含量 低 于 感 
染 前 的 水 平 。 但 第 23 届 国 际 养 蜂 学 大 会 资料 曾 报 


道 , 连续 10 天 测定 感染 微 孢 子 虫 后 意 蜂 血 淋巴 蛋白 
质 含量 , 发 现 血 淋巴 蛋白 质 含量 一 直 表 现 为 减少 的 
过 程 。 值 得 注意 的 是 , 该 实验 所 用 意 蜂 是 自然 感染 
微 和 抱 子 虫 的 病 蜂 , 己 过 了 潜伏 期 ,所 以 血 淋 巴 总 蛋白 
质 含量 增高 的 阶段 可 能 未 包括 在 内 。 该 结果 与 我 们 
的 后 期 实验 结果 吻合 ,表明 感染 微 孢 子 虫 后 , 最 终 病 
峰 血 淋巴 总 蛋白 质 含 量 是 降低 的 。 我 们 认为 : 血 淋 
巴 总 蛋白 质 含量 降低 的 原因 , 是 由 于 微 孢 子 虫 寄生 
后 引起 意 蜂 中 肠 上 皮 甸 胞 破坏 、 脱 落 , 肠 壁 溃 烂 , 肠 
道 对 和 蛋白质 和 其 他 营养 物质 的 吸收 功能 降低 所 致 。 
意 蜂 血 淋 巴 总 蛋白 质 含量 的 降低 并 不 表示 微 孢 子 虫 
感染 后 意 蜂 的 防御 反应 功能 的 减弱 或 抑制 。 如 果 能 
够 进一步 测定 感染 微 孢 子 虫 后 病 蜂 血 淋巴 蛋白 质 特 
定 成 分 的 变化 ,将 有 助 于 明确 微 抱 子 虫 感染 后 意 蜂 
防御 反应 功能 的 动态 变化 。 孢 子 虫 感染 后 引起 的 病 
蜂 血 淋巴 总 蛋白 质 含 量 降低 , 有 可 能 影响 意 蜂 的 生 
长 发 育 ( 任 璐 等 ,2004)。 安 春 菊 等 (2003) 用 针 刺 、 带 
菌 针 刺 、 热 激 和 超声 等 方法 处 理 3 龄 家 蝇 幼 虫 ,结果 
表明 ,4 种 处 理 均 能 诱导 家 蝇 幼 虫 产生 抗菌 物质 。 
他 们 同时 指出 ,家 蝇 幼 虫 在 不 同 诱导 方式 下 ,或 同一 
诱导 方式 不 同 诱导 时 间 下 ,同一 种 蛋白 质 /多 肽 的 表 
达 量 并 不 一 样 , 但 未 给 出 这 种 表达 量 是 上 升 还 是 下 
降 , 因此 无 法 与 本 实验 的 结果 进行 比较 。 

本 研究 结果 还 表明 , 螨 自 然 侵 当 后 意 蜂 血 淋 巴 
蛋白 质 含量 明显 增高 , 与 健康 意 蜂 相 比 差 异 极 显著 。 
这 一 方面 表明 螨 侵 兴 同 样 可 以 引起 意 蜂 的 防御 反 
应 , 另 一 方面 也 说 明 侵 染 的 存在 可 持续 引起 意 蜂 的 
防御 功能 。 同 微 爷 子 虫 寄生 于 意 蜂 中 肠 上 皮 细 胞 不 
同 , 螨 侵 染 可 使 意 蜂 的 表皮 损伤 ,所 以 并 不 出 现 意 蜂 
血 淋 巴 总 蛋白 质 含量 的 降低 。 该 结果 也 反 过 来 提示 
微 孢 子 虫 感染 引起 的 意 蜂 血 麻 巴 总 蛋白 质 含量 的 降 
低 与 意 蜂 肠 道 对 蛋白 质 和 其 他 营养 物质 的 吸收 功能 
降低 有 关 , 而 不 是 防御 功能 的 减弱 或 抑制 。 

为 了 进一步 观察 螨 侵 染 是 各 导致 某 种 特定 的 蛋 
白质 增加 从 而 引起 意 蜂 防御 反应 ,我们 应 用 高 压 等 
电 聚 焦 技 术 进 行 了 血 淋 巴 蛋白 质 分 类 。 结 果 发 现 : 
C 泳 带 位 置 上 , 实验 组 有 一 条 清晰 的 带 ,对 照 组 相应 
部 位 的 这 条 带 很 不 清晰 , 提示 螨 侵 染 后 意 蜂 血 淋 书 
中 的 某 种 蛋白 质 明 显 增高 , 这 可 能 与 意 蜂 防卫 功能 
有 关 ; 同 时 还 发 现 ,在 A 泳 带 位 置 ,对 照 组 有 一 条 较 
清晰 的 带 , 而 实验 组 的 这 条 带 则 不 清晰 , 提示 螨 侵 染 
意 蜂 后 , 意 蜂 除 表现 较 强 的 防卫 功能 外 , 由 于 螨 对 血 
淋巴 的 吸食 ,会 使 意 蜂 正常 血 淋 巴 中 的 某 些 和 蛋白 质 
组 分 降低 。 由 于 条 件 所 限 , 未 对 以 上 蛋白 质 做 定性 
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分 析 , 也 未 进行 意 蜂 血 淋 巴 的 抗菌 实验 , 这 些 有 竺 于 
今后 进一步 的 工作 。 
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